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 2 
【要旨】 
 
我々は生体内で標的細胞選択的にアポトーシスを誘導することにより、癌細胞の除去
や特定の細胞、組織を欠損させたモデル動物を作製することを目的に研究を行っている。
しかし、通常の生体内やある種の疾患の細胞では様々なアポトーシス抑制機構のために、
通常のアポトーシス誘導活性では標的細胞に一律にアポトーシスを誘導する事は困難
であるとされている。つまり、標的細胞のみに確実にアポトーシスを誘導するためには、
第一に生体内での様々なアポトーシス抑制機構に打ち勝つ強力なアポトーシスを誘導
すること。第二に標的細胞選択的にアポトーシスを誘導させる工夫が必要であると考え
られる。我々はこの点を解決するためにアポトーシス誘導因子の一つでありアポトーシ
ス経路の上流にある FADD に注目し、そのアポトーシス誘導活性を増強するような改
変を試みた。FADD は Death effecter domain(DED)と Death domain(DD)の二つのドメイン
を持っており、それぞれのドメインで、カスパーゼ 8 や Fas receptor と結合し DISC と
呼ばれる複合体を形成する。この複合体の中でカスパーゼ 8 は活性化され、アポトーシ
スを誘導していくことが知られている。本研究ではこの DISC を人工的に作り出すこと
でアポトーシス誘導活性を増強させるような改変を行い、FADD のそれぞれのドメイン
を二つずつ融合させた改変蛋白質 2DED2DD と、DED を二つ融合し、さらにラムダフ
ァージの一部であり自己集合活性を持つ E 蛋白質を融合させた改変蛋白質 2DEDplusE
の二つを作製した。2DEDplusE を発現させることにより、数種類の培養細胞においてわ
ずか 3.5 時間ほどで強力かつ迅速なアポトーシスを誘導することが出来た。2DEDplusE
がカスパーゼ 8 と複合体を形成していることを確認するために免疫沈降法を行ったと
ころ、2DEDplusE とカスパーゼ 8 が DISC のような複合体を形成し、アポトーシスの過
程でカスパーゼ 8 が活性化されていることをが判明した。また、カスパーゼ 3 も活性化
していたことから、2DEDplusE はカスパーゼ依存的なアポトーシス経路を誘導している
と言える。一方で、2DED2DD を発現させると一度はアポトーシスを誘導し細胞もディ
ッシュから浮き上がってくるが、24 時間の後にそれらのうちの半分ほどが再び付着し
生細胞のように増殖を続けるという非常に興味深い現象も捉えることが出来た。
2DED2DDの発現によりアポトーシスを起こした細胞が再増殖している様子を捉えるた
めに、タイムラプスで 2DED2DD 発現誘導後の経時的な細胞の形態変化を観察したとこ
ろ、確かに一度アポトーシスを起こした細胞が生細胞のように再び増殖を開始すること
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を確認することが出来た。しかし、幾つかの細胞はアポトーシスを起こしそのまま死ん
でいった。この現象の原因として 2DED2DD の発現量の低下やアポトーシス抑制遺伝子
が関与しているのではないかという仮定を立てた。まず、2DED2DD の発現量を確認す
るためにウェスタンブロットを行ったところ、2DED2DD の発現量は時間の経過に伴い
増加し続けていた。また、カスパーゼ 3 も活性化されていたが、そのピークは 4 時間か
ら 6 時間でそれ以降の発現量は減少していった。また、個々の細胞における 2DED2DD
の発現やカスパーゼ 3 の活性化を調べるために免疫染色を行ったところ全ての細胞で
均一に 2DED2DD の発現やカスパーゼ 3 の活性化が起きていたことから、個々の細胞に
おける発現量の差によって細胞の運命が二つに分かれているのでは無いことが証明さ
れた。さらに、アポトーシス抑制遺伝子の関与について、代表的なアポトーシス抑制遺
伝子である cFLIP 、cIAP-1、 Bcl-2 の発現量の変化をウェスタンブロットにより経時的
に調べた。しかしながらこれらの三つの遺伝子については大きな発現量の変化は無く、
他のアポトーシス抑制遺伝子、または新規アポトーシス抑制遺伝子が関与している可能
性が示唆された。 
2DEDplusEは人工的にDISC構造を作り出すことで強力なカスパーゼ依存のアポトー
シスを誘導するという事が判明した。しかし、癌細胞などでは様々な抗アポトーシスの
機序が働いているため、仮にカスパーゼが欠損しているような細胞が存在すると、
2DEDplusE では効果を示さない可能性がある。特に最も上流に存在するカスパーゼ 8
や、そのパラログであるカスパーゼ 10 の欠損により著しい影響を受けることが予想さ
れる。そこで、メチレーションによりカスパーゼ 8 の発現が低下していることが知られ
ている神経芽腫細胞 SH-SY5Yを用いて 2DEDplusEのアポトーシス誘導効果を判定した。
すると神経芽腫細胞では殆どアポトーシスを誘導することが出来なかった。2DEDplusE
はカスパーゼ 8 の発現量が低い細胞ではアポトーシスを誘導することが出来ないとい
う弱点に対応するために、カスパーゼ 8 をあらかじめ補うような改変を 2DEDplusE に
対して行うこととした。カスパーゼ 8 は DED を二つ有しており二つ目の DED(DEDb)
によって FADD の DED と結合することが知られている。またアポトーシス誘導活性の
増強には Eprotein を融合したことよりも DED をタンデムにしたことの方が寄与が大き
いことが我々のグループの解析により判明していたため、Eprotein の代わりにカスパー
ゼ 8 を融合させた改変蛋白質 2DEDcasp8、FADD と結合する DEDb を残し DEDa だけを
削った改変蛋白質 2DEDcasp8ΔDEDa、カスパーゼ 8 の二つの DED を FADD 由来の DED
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と置き換えた改変蛋白質 2DEDcasp8ΔDEDab の三種類を新たに作製しこれらを用いて
再びそのアポトーシス誘導活性を調べた。すると 2DEDplusE では殆ど効果を示さなか
った神経芽腫細胞においても 2DEDcasp8や 2DEDcasp8ΔDEDa等は 2DEDplusEやカスパ
ーゼ 8 によりアポトーシスを誘導した場合よりも強力なアポトーシス誘導活性を示す
ことができた。この結果より、新たに作製した、改変蛋白質 2DEDcasp8 や
2DEDcasp8ΔDEDa を用いることで、カスパーゼ 8 の発現量の低下が原因でアポトーシ
スに抵抗性を持つような細胞種にも効果的にアポトーシスを誘導することが出来るこ
とが示唆された。このように作製した改変蛋白質を利用し、生体内での標的細胞選択的
なアポトーシス誘導に応用するためのモデルとして、特異的なプロモーターの制御下で
アポトーシスを誘導することを考えた。今回プロモーターとして選択したのは多くの癌
細胞で高率に発現が認められるテロメラーゼの活性を調節している触媒サブユニット
の一つである hTERT のプロモーターである。hTERT の mRNA レベルとプロモーター活
性には非常に高い相関があるといわれており、正常細胞においては hTERT が発現して
いない、もしくは極端に低いとされていることから hTERT のプロモーター活性依存的
に癌細胞と正常細胞を区別してアポトーシスを誘導することが出来るのではないかと
考えた。実際に、カスパーゼ 8 を用いた数種類の改変蛋白質を用いて恒常的なプロモー
ター(TK プロモーター)と特異的なプロモーター(hTERT プロモーター)でアポトーシス
誘導効果を比較したところ、TK プロモーターでは正常細胞(Wi-38、MRC-5)と癌細胞
(HeLa、A549)の両方でアポトーシスを誘導することが出来たが、hTERT プロモーター
ではプロモーター活性が高い癌細胞のみでアポトーシスが誘導された。この事は、特異
的なプロモーター活性依存的に細胞を区別してアポトーシスを誘導することが出来た
ことを示している。 
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第一章 
【序論】 
 
アポトーシスとは生体の維持にとって非常に重要な、細胞の基本機能の一つであり、
個体の発生過程での形態形成や免疫系に関係しているだけでなく、その調節機構の異常
により癌や自己免疫疾患、アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経系疾患といっ
た、多くの疾患が引き起こされることが知られている(1, 2)。例えば癌の発生では多く
の癌細胞で、アポトーシス抑制因子 Bcl-2 が高発現していることでアポトーシスを回避
していることなどにより不要な細胞が正しく除去されずに増殖していしまうことも原
因の一つになっている(3)。またアルツハイマー病やパーキンソン病などでは不要な蛋
白質の沈着などで神経細胞死が誘導されることが原因であるとされている。これらはい
ずれも、アポトーシスの異常な調節が関わっている。つまり、アポトーシスを適切に調
節することが出来れば、様々な生体現象のメカニズムの解明や疾患の治療に大きく貢献
できることが考えられている。 
アポトーシスを誘導するための方法は数多く知られている。例えば、スタウロスポリ
ンやエトポシドといった薬剤であったり、蛋白質性の毒素であったり、培養細胞におい
ては蛋白質の過剰発現、栄養の欠乏によるアポトーシス誘導などである(4-8)。しかし、
これらの方法では細胞毒性による副作用が問題となっていたり、幾つかの誘導条件を組
み合わせる必要があるなど、決して効率の良い方法とはいえない状況にある。そこで、
本研究では、生体内で標的細胞選択的に確実にアポトーシスを誘導することで、癌細胞
の除去や特定細胞、組織を欠損させたようなモデル動物を作製する事を目指した研究を
行った。 
生体内や癌細胞等では様々なアポトーシス抑制の機序が働いており通常の強さのア
ポトーシス誘導活性では標的細胞に一律にアポトーシスを誘導する事は困難であると
されている(3, 9, 10)。つまりアポトーシスを効果的に誘導するためにはアポトーシス誘
導活性自体を増強させる必要がある。そこでアポトーシスカスケードの上流に位置するア
ポトーシス誘導因子の一つである、FADD 蛋白質を利用した(11)。FADD には、その C 末
端側にDeath domain(DD)とN 末端側にDeath effector domain(DED)と呼ばれる領域が存
在し、アポトーシスを実行する上で重要な働きをしていることが知られている。実際には、
Fas などのデスレセプターにリガンドが結合することにより 3 量体を形成し、細胞内側の
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DD と FADD の DD を介して FADD/MORT1 が結合する(12)。さらに FADD の DED を介
して同様に DED を持つカスパーゼ 8 と結合して DISC と呼ばれる複合体を形成し、その複
合体内でカスパーゼ 8 が自己触媒的に活性化され、以降のアポトーシスカスケードを活性
化することでアポトーシスが進行していく(13-15)。よって、FADD の凝集能力を高め、人
工的に DISC のような複合体を形成させることで、アポトーシスの誘導活性も増強すると
考え、DED と DD を二つずつ融合させた改変蛋白質 2DED2DD、DED を二つとバクテリ
オファージ λの一部であり、自己集合活性を持つことが知られている E 蛋白質を融合した
改変蛋白質 2DEDplusE を作製した(16, 17)。これらの改変蛋白質によりアポトーシス誘導
活性を増強させることが出来るのか、また生体内で標的細胞選択的にアポトーシスを誘導
するために特異的なプロモーターを用いることで、改変蛋白質によるアポトーシスを調節
することが出来るのかについて研究を行った。特異的なプロモーターには、癌細胞で高率
に発現が認められているテロメラーゼの活性を調節する触媒サブユニットである Human 
Telomerase Reverse Transcriptase(hTERT)のプロモーターを用いることとした(18, 19)。こ
のサブユニットは正常細胞では活性が低く、癌細胞では活性が高いとされている(20-22)。
hTERT の活性と hTERT のプロモーター活性は相関が高いとされていることから、プロ
モーター活性依存的に細胞を区別して選択的にアポトーシスを誘導することを目的と
した。またこれらの研究の過程で作製した改変蛋白質の一つを発現させることにより、一
般的には不可逆的といわれているアポトーシス経路において、可逆的な現象を捉えること
が出来た。この現象の詳細を解析する事は癌細胞等のアポトーシス抵抗性の細胞における
そのアポトーシス耐性獲得のメカニズムや、生体内でアポトーシスを効率よく誘導するた
めの手がかり、新規アポトーシス調節遺伝子の発見に繋がる可能性があったため、加えて
その解析も行った。 
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第二章 
【方法】 
 
2-1 細胞培養 
Flp-In T-Rex-HEK293 細胞(Invitrogen)、Geneswitch-NIH3T3 細胞(Invitrogen)、A549 細
胞(理研バイオリソースセンター)は 10%ウシ胎児血清(FBS : GIBCO)を添加した
D-MEM(Dulbecco’s Modified Eagle Medium : GIBCO)で培養した。HeLa 細胞は MCF-7 細
胞(JCBR)は E-MEM(Eagle’s Minimum Essential Medium with Earle’s salts ; WAKO)に最終
濃度として 10 ug/ml insulin(GIBCO)、1% NEAA(GIBCO) 、10%ウシ胎児血清(FBS : 
GIBCO)を添加した培地で培養した。SH-SY5Y 細胞(ATCC)は BME(Basal Medium Eagle ; 
GIBCO)とF-12(Ham’s F-12 ; GIBCO)を等量ずつ混合した培地に最終濃度として10%ウシ
胎児血清(FBS : GIBCO) L-glutamine 2nM(GIBCO)、sodium pyruvate 1mM(GIBCO)、1% 
NEAA(GIBCO) を添加した培地で培養した。Wi-38 細胞(JCRB) MRC-5 細胞(JCRB)は
10%ウシ胎児血清(FBS : GIBCO)を添加した BME(Basal Medium Eagle ; GIBCO)で培養し
た。全ての細胞は 5%CO2存在下 37℃の条件下で培養した。 
 
2-2 改変蛋白質の作製 
改変蛋白質 2DED2DD はマウス由来 FADD のアミノ酸 1 から 96、1 から 205、95 か
ら 205 を融合し作製した。2DEDplusE はマウス由来の FADD のアミノ酸 1 から 95 をタ
ンデムに融合して 2DED とし、さらにバクテリオファージラムダの頭部コート蛋白質 E
を融合させ作製した。2DEDcasp8 はマウス由来の FADD のアミノ酸 1 から 95 をタンデ
ムに融合して 2DED とし、その C 末端にマウス由来のカスパーゼ 8 cDNA の ORF を融
合し作製した。2DEDcasp8ΔDEDa はマウス由来の FADD のアミノ酸 1 から 95 をタン
デムに融合して 2DED とし、その C 末端にマウス由来のカスパーゼ 8 cDNA のアミノ酸
85 から終止コドンまでを融合し作製した。2DEDcasp8ΔDEDab はマウス由来の FADD
のアミノ酸 1 から 95 をタンデムに融合して 2DED とし、その C 末端にマウス由来のカ
スパーゼ 8 cDNA のアミノ酸 181 から終止コドンまでを融合し作製した。 
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2-3 発現ベクター構築 
2-3-1 pGeneEGFP ベクターの構築 
 GeneSwitch System のベクターである pGene/V5-HisB(Invitrogen)を制限酵素 NaeI で
消化したものと蛍光蛋白質発現プラスミドの pEGFP-C3(CLONTECH)を制限酵素 AseI と
MluI で消化した両者をライゲーションすることで pGeneEGFP ベクターとした。 
 
2-3-2 pGeneSwitch EGFP ベクターの構築 
 pSwitch ベクター(Invitrogen)のアンピシリン耐性遺伝子をネオマイシン耐性遺伝子に
置き換えたものを制限酵素 Sse8387I で消化したものと pGene/V5-HisB を制限酵素 Aat
Ⅱと PvuⅡで消化した 900bp の断片をライゲーションし pGeneSwitch ベクターとした。こ
のベクターを制限酵素 ApaLI と NsiI で消化したものと、pEGFP-C3(CLONTECH)を制限
酵素 AseI で消化したものをライゲーションし pGeneSwitch EGFP ベクターとした。 
 
2-3-4 プロモーターを改変した pGeneSwitch EGFP ベクターの構築 
 ヒト hTERT(NM_198253)のプロモーター領域でプロモーター活性に重要である領域
－475～＋49 を PCR により増幅した。増幅に用いたプライマー配列は、 
upper 5’-GGGATCGATCTCCCCTTCACGTCCGGCATT-3’ と lower 
5’-CCCTTAATTAACGGGGCCAGGGCTTCCCACGT-3’である。この領域は GC 含量が非
常に多かったため、GC buffer I(TaKaRa)を用い、PCR 条件は 94℃1 分の後、(98℃10 秒、
68℃30 秒)を 30 サイクルである。この PCR 断片を制限酵素 BspDI と PacI で消化したも
のを、pSwitch ベクター(Invitrogen)の TK プロモーター部位を制限酵素 BspDI と PacI で
消化し、抜き出した所へ挿入し pSwitch hTERT ベクターとした。この pSwitch hTERT ベ
クターと pGeneSwitch EGFP ベクターをそれぞれ制限酵素 NruI と AsnI で消化したもの
をライゲーションし pGeneSwitch EGFP hTERT ベクターとした。 
 
2-4 ウェスタンブロット 
 細胞は 2x105/35mm dish の濃度で撒き、適切な培地で培養した。24 時間後、それぞれ
の実験にあわせた発現誘導剤ミフェプリストンやテトラサイクリンを添加し、数時間経
過の後、蛋白質を抽出した。付着細胞は培地を除き PBS で洗い、スクレイパーで集め
た。その後、2DED2DD と活性化カスパーゼ 3 の解析では Chaps Cell Extract Buffer(Cell 
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Signaling Technology, Inc.)によりタンパクを抽出した。Bcl-2、 cFLIP、 cIAP1、
2DEDplusE-3xFLAG、Eprotein3xFLAG、活性化カスパーゼ 8 の解析には SDS buffer(25mM 
Tris-Hcl, pH 6.8, 2% SDS)を用いて抽出した。また上清に含まれる細胞も 600g で 5 分間
遠心することで集め、PBS で洗った後、同様に抽出した。タンパク濃度は BCA Kit(Pierce)
により測定し 40μg 相当を SDS-PAGE に用いた。泳動後、ニトロセルロースメンブレ
ン(PRO-TRAN; Schleicher & Schuell, Dassel, Germany)にセミドライシステム(ATTO Co., 
Tokyo Japan)を用いて転写した。メンブレンは 0.1% Twen-20 を含む PBS(PBST)中 1% 
blocking reagent(Boehringer)で室温、1 時間ブロッキングした。その後 1% BSA を含む
PBST 中に 1000 分の 1 の濃度で一次抗体を添加し、4℃、オーバーナイトの条件でイン
キュベートした。PBST で洗った後、ブロッキングバッファーに 2000 分の 1 の濃度で二
次抗体を添加し室温で 1 時間インキュベートした。再び PBST で洗い ECL plus western 
blotting detection system(Amersham Biosciences) と Luminescent Image Analyzer 
LAS1000(Fujifilm)を用いて検出、解析を行った。使用した一次抗体は mouse monoclonal 
anti-FADD antibody(Stressgen Bioreagents Corp.) 、 rabbit monoclonal anti-cleaved 
caspase-3(Asp175)(5A1)、caspase-8 antibody、rabbit polyclonal anti-Bcl-2、antibodyanti-cFLIP、
antibodyanti-cIAP1 antibody(Cell Signaling Technology, Inc.)、3xFLAG antibody(Sigma)であ
る。使用した二次抗体は Horseradish peroxidase(HRP)-conjugated anti-rabbit monoclonal anti 
body、anti-mouse monoclonal antibody(Promega)である。 
 
2-5 免疫染色 
細胞は 2x105/35mm dish の濃度で撒き、適切な培地で培養した。24 時間後、それぞれ
の実験にあわせた発現誘導剤ミフェプリストンやテトラサイクリンを添加し、数時間経
過の後、4%パラホルムアルデヒドで固定した。10% goat serum 1% BSA を含む PBS を用
いて室温で 1 時間ブロッキングした後、一次抗体を 100 分の 1 の濃度で添加した 1% 
BSA/PBS で 4℃、オーバーナイトでインキュベートした。PBS で洗った後、二次抗体と
して Cy3-conjigated anti-rabbit anti-mouse IgG antibody(Amersham)を 2000 分の 1 の濃度で
添加した 10% goat serum 1% BSA を含む PBS で室温、1 時間インキュベートした。使用
した一次抗体は mouse monoclonal anti-FADD antibody(Stressgen Bioreagents Corp.)、rabbit 
monoclonal anti-cleaved caspase-3(Asp175)(5A1)である。 
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2-6 Annexin-V 染色 
 改変蛋白質 2DED2DDを安定的に発現させたHEK293細胞にテトラサイクリンを添加
し 8 時間後、アポトーシスを起こしディッシュから剥がれて浮遊している細胞を回収し、
Annexin V-cy3 Detection Kit plus(MLB)を用いて染色した。その後、再びディッシュに撒
きなおし 2%パラホルムアルデヒドで固定した。 
 
2-7 タイムラプス観察 
 改変蛋白質 2DED2DDを安定的に発現させたHEK293細胞にテトラサイクリンを添加
した後の形態的な変化を観察した。位相差顕微鏡(Olympus IX71, Tokyo, Japan)を用いた。
レンズ UplanFL N40x/0.75 ph を用いてヒートステージ上に CO2 インキュベーター
(Olympus MI-IBC-I, Japan)を設置した状態で行った。CCD カメラ(Hamamatsu ORCA-ER, 
Japan)により 5 分置きに撮影を行った。 
 
2-8 免疫沈降法 
発現プラスミドpTREx 2DEDplusE-3xFLAGとpTREx Eprotein-3xFLAGをTREx HEK293細
胞にトランスフェクションし、テトラサイクリンによる発現誘導後6時間の細胞と、テ
トラサイクリン非添加の細胞を、付着細胞は培地を除きPBSで洗い、スクレイパーで集
め3000gで5分間遠心した。その後、Complete Protease Inhibitor (Roche)を含むlysis buffer 
(TrisHCl [pH 7.5],150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P20)を用いてタンパクを抽出し
た。また上清に含まれる細胞も3000rpmで5分間遠心することで集め、PBSで洗った後、
同様に抽出した。氷上で30分インキュベートし、15000gで10分遠心し上清を得た。上清
に50% Protein G-Sepharose(SIGMA ALDRICH)を加え4℃で2時間緩やかに混和しながら
インキュベートした。その後5000gで3分間遠心し上清を別のチューブへ移した。そこに
Anti FLAG M2 antibodyを添加し4℃で3時間緩やかに混和しながらインキュベートした。
その後0.1% BSAによりブロッキングした50% Protein G-Sepharoseを添加しさらに1時間
インキュベートした。5000gで3分間遠心し、沈殿したビーズをlysis bufferで洗いSDS 
bufferを加え95℃で5分間ボイルすることでSDS-PAGEに用いるサンプルとした。 
 
2-9 リアルタイム PCR による hTERT mRNA の定量 
正常細胞(Wi-38、MRC-5)と癌細胞(HeLa、A549)から RNeasy Mini Kit(QIAGEN)を用い
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て Total RNA を抽出した。それぞれ 100ng ずつを SuperScript Ⅲ Platinum SYBR Green 
One-Step qRT-PCR Kit(Invitrogen)を用いて逆転写反応と PCR 反応を行い、測定は
7500Fast Real-Time PCR System(Applied Biosystems)で行った。hTERT の特異的プライマ
ー 配 列 は upper 5’-CACGCGAAAACCTTCCTCA-3’ と lower 
5’-CAAGTTCACCACGCAGCC-3’である。内部コントロールにはβ-アクチンを用い、特
異 的 プ ラ イ マ ー 配 列 は upper 5’-TCCTTCCTGGGCATGGAG-3’ と lower 
5’-AGGAGGGAGCAATGATCTTGATCTT-3’ である。反応条件は 50℃5 分、95℃2 分の
後、(95℃3 秒、60℃30 秒)を 40 サイクル、その後 95℃15 秒、60℃1 分、95℃15 秒、60℃
15 秒である。 
 
2-10 プロモーター活性の差による細胞選択的な発現誘導 
 癌細胞特異的プロモーターである、hTERT プロモーターと恒常的プロモーターで
ある TK プロモーターにより、正常細胞(Wi-38 、MRC-5)、癌細胞(A549、 HeLa)内で
赤色蛍光蛋白質 DsRed を発現させ誘導効果を測定した。pGeneSwitch EGFP ベクターと
pGeneSwitch EGFP hTERT ベクターの MCS にそれぞれ、DsRed を挿入したプラスミド
を細胞にトランスフェクションした。トランスフェクションには Nupherin(BIOMOL 
international, Inc.)と FuGENE HD Transfection Reagent(Roche)を用いた。トランスフェクシ
ョン後 24 時間で写真を撮影(OLYMPUS IX70)し、EGFP 陽性細胞数を測定。その後ミフ
ェプリストンにより蛋白質の発現誘導を行い各時間(2 時間、6 時間、12 時間、24 時間)
において再び写真を撮影しその時の EGFP 陽性細胞で、DsRed の発現により赤い蛍光を
発している細胞を計測し、発現誘導前の EGFP 陽性細胞数を 100%として、各時間にお
いて DsRed を発現している細胞の割合を計測した。 
 
2-11 アポトーシス細胞数の定量 
2-11-1 神経芽腫細胞 SH-SY5Y と乳癌細胞 MCF-7 でのアポトーシス効果測定 
 pGeneSwitch EGFPベクターのMCS部位に改変蛋白質を挿入したプラスミドを細胞
へトランスフェクションした。トランスフェクションには Nupherin(BIOMOL 
international, Inc.)と FuGENE HD Transfection Reagent(Roche)を用いた。トランスフェクシ
ョン後 24 時間で写真を撮影(OLYMPUS IX70)し、EGFP 陽性細胞数を測定。その後ミフ
ェプリストンにより蛋白質の発現誘導を行い各時間(2 時間、6 時間、12 時間、24 時間)
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において再び写真を撮影しその時の EGFP 陽性細胞で、アポトーシスを起こしていない
細胞数を形態的に判断し測定する。発現誘導前の EGFP 陽性細胞数を 100%として、各
時間におけるアポトーシスを起こしていない EGFP 陽性細胞数を計測し生細胞割合と
して示した。 
 
2-11-2 特異的プロモーターによる細胞選択的なアポトーシスの効果測定 
癌細胞特異的プロモーターである、hTERT プロモーターと恒常的プロモーターであ
る TK プロモーターにより、正常細胞(Wi-38 MRC-5)、癌細胞(A549 HeLa)内で改変蛋白
質を発現させアポトーシス誘導効果を測定した。pGeneSwitch EGFP ベクターと
pGeneSwitch EGFP hTERTベクターのMCSにそれぞれ、Caspase8、改変蛋白質 2DEDcasp8、
2DEDcasp8ΔDEDa、2DEDcasp8ΔDEDab、2DEDplusE を挿入したプラスミドを細胞に
トランスフェクションした。その後の測定は【方法 2-9-1】と同様に行った。 
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第三章 
【結果】 
 
3-1 アポトーシス誘導活性増強系の開発 
生体内でアポトーシスを誘導する際に最も問題となる事の一つに、Bcl-2 や cFLIP な
どの様々なアポトーシス抑制機構の働きにより通常のアポトーシス誘導活性では標的
細胞、組織に一律にアポトーシスを誘導することが困難であるということが挙げられる。
こうしてアポトーシスを回避した細胞はアポトーシス耐性を獲得してしまい、例えば癌
細胞などでは転移の原因などになり得る。よって、これを解決するためには、このよう
なアポトーシス抑制機構に打ち勝つような強力なアポトーシス誘導活性が必要となっ
てくる。そこで本研究では、アポトーシス誘導因子の一つであり、アポトーシス経路の
上流に位置する FADD を利用し、これを改変することでアポトーシス誘導活性を増強
することを試みた。 
FADD はアポトーシス経路の上流に位置しアポトーシスを誘導する蛋白質であり、
Death Domain(DD)と Death Effector Domain(DED)の二つのドメインから成る。DD を介し
て Fas receptor と結合し、また DED を介してカスパーゼ 8 と結合する。このように Fas、
FADD、カスパーゼ 8 の三者で DISC と呼ばれる複合体を形成する。この複合体の中で
カスパーゼ 8 はアポトーシスの進行と共に自己触媒的に活性化され活性化カスパーゼ 8
となり、下流のアポトーシス経路を進めてゆく。この DISC を模倣し、細胞内で人工的
にDISC様の複合体を形成させることでアポトーシスを誘導することが出来るのではな
いかと考え、FADD の改変を行った。 
 
3-1-1 アポトーシス誘導活性を増強する為の改変蛋白質の作製 
 通常の生体内における DISC 内では、Fas、FADD、カスパーゼ 8 はそれぞれ三量体の
形で存在しカスパーゼ 8は接近したカスパーゼ 8同士で自己触媒的に活性化し合うこと
が知られている。つまり人工的な複合体中により多くの Fas、FADD、カスパーゼ 8 が
存在することで、よりアポトーシスを誘導しやすくなることが予想される。そこで
2DED2DD として DED、DD をそれぞれタンデムに融合させたものを作製した。また
2DEDplusE として DED をタンデムに融合し、その C 末端にバクテリオファージラムダ
の頭部コート蛋白質である E 蛋白質を融合させた改変蛋白質を作製した。DED や E 蛋
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白質は自己集合活性を有することが知られていることから、互いに結合し合い、より多
くのカスパーゼ 8 を含むような巨大な複合体を形成することを期待した(Fig.1)。 
DEDDED
E ptoeinDEDDED
DED DD
DD DD
FADD
2DED2DD
2DEDplusE
Fig.1 FADDを利用した改変蛋白質のドメイン構造。
2DED2DDはFADD由来のDEDとDDをそれぞれ二つずつ
融合させた。2DEDplusEはFADD由来のDEDを二つ融合さ
せ、そのC末端にラムダファージ由来のEproteinを融合させ
て作製した。  
 
3-1-2 改変蛋白質によるアポトーシス誘導 
 作製した改変蛋白質 2DED2DD や 2DEDplusE を細胞内で発現させると、確かに細胞
死を誘導することが確認された。特に 2DEDplusE を発現させた場合には 3.5 時間という
短時間で細胞死が誘導された(Fig.2 A)。この誘導される細胞死がアポトーシスであるこ
とを GeneSwitch NIH3T3 細胞を用いて確認した。この NIH3T3 細胞は GeneSwitch シス
テムがあらかじめ組み込まれたものであり、発現誘導剤であるミフェプリストンを用い
ることで導入した遺伝子の発現を誘導することが出来る。また、GeneSwitch システム
は非誘導時発現量が極めて低いことから、細胞内でアポトーシスを誘導するような研究
においては非常に有用である。この GeneSwitch NIH3T3 細胞に改変蛋白質 2DEDplusE
を安定的に発現させた株を樹立し、ミフェプリストンを添加後し 2DEDplusE の発現を
誘導し、1 時間、1.5 時間、2 時間、2.5 時間、3 時間後に 4%パラホルムアルデヒドで固
定し、活性化カスパーゼ 3 に対する抗体で免疫染色を行った。誘導後、2 時間頃から徐々
にシグナルが検出され始め、3 時間後にはほぼ全ての細胞で均一に強いシグナルを確認
することが出来た(Fig.2 B)。この時、アポトーシスの形態学的な特徴であるブレビング
も確認することが出来た(Fig.2 C)。また DAPI による核染色を行ったところ、細胞死を
起こしている細胞で、やはりアポトーシスの特徴である核の断片化を確認することが出
来た(Fig.2 D)。これらの結果は 2DEDplusE により誘導される細胞死が確かにアポトーシ
スであることを示している。また NIH3T3 細胞は比較的アポトーシスを誘導しにくい性 
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A
B
C
D
 
Fig.2 2DEDplusEにより誘導されるアポトーシスの特徴的現象。
2DEDplusEを安定発現させたNIH3T3細胞に発現誘導剤ミフェプリストンを添加し、図に
示した時間においてアポトーシスの特徴を捉えた。
A : ネガティブコントロールと2DEDplusEでの比較。2DEDplusEを発現させた細胞には細
胞の縮小とディッシュからの剥離を伴う細胞死が誘導された。
B : 活性化カスパーゼ3の免疫染色。時間の経過と共にシグナルが強くなっていった。
C : アポトーシスの形態学的特徴であるブレビング(矢印)。蛍光像(a)と同視野での位相
差像(b)。
D : DAPIによる核の断片化の染色(矢頭)。蛍光像(a)と同視野での位相差像(b)。  
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質を持つことが知られており(23, 24)、このような細胞にも効果的にアポトーシスを誘
導することが出来ることが証明された。 
 
3-1-3 安定発現系でのアポトーシス誘導活性の比較 
 2DEDplusE によるアポトーシスが、NIH3T3 細胞に特異的なものではないことを確認
することも含め、テトラサイクリンの添加により蛋白質の発現を誘導することが出来る
T-REx system Flp-In HEK293 細胞に FADD、2DED2DD、2DEDplusE を安定的に発現させ
て樹立した細胞株を用いてアポトーシス誘導活性の比較を行った。FADD ではテトラサ
イクリン添加後 25 時間では殆どアポトーシスを起こさなかったことに対して、
2DEDplusEではわずか 3.5時間ほどでほぼ全ての細胞がアポトーシスを起こし死んでい
った。2DED2DD では 6 時間の後にはおよそ 40%の細胞でアポトーシスを起こしディッ
シュから剥がれ浮き上がってくるが 25 時間の後には、そのうちの幾つかが再付着し、
再び増殖を開始するという現象を捉えることが出来た。つまり、アポトーシス誘導活性
の強さは 2DEDplusE が最も強く、続いて 2DED2DD、そして FADD 単独のアポトーシ
ス誘導効果が最も低いことが判明した。この誘導活性の強弱は NIH3T3 細胞で調べたも
のと同様であり、改変蛋白質によりアポトーシス誘導活性を増強することが出来たこと
を示している。また改変蛋白質により誘導されるアポトーシスは NIH3T3 細胞に特異的
なものでは無いことも判明した(Fig.3)。 
 
Fig.3 改変蛋白質を安定的に発現させたHEK293細胞でのアポトーシス誘導。
FADD : 24時間以降も殆どアポトーシスを起こさなかった。
2DED2DD : 6時間で40%ほどの細胞がアポトーシスを起こしたが24時間後にはアポトーシス
を起こした細胞が再増殖するような挙動を示した。
2DEDplusE : 3.5時間から4時間で殆どの細胞がアポトーシスを起こした。
FADD
2DED2DD
2DEDplusE
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3-1-4 DISC 様複合体の形成 
 改変蛋白質が DISC 様の複合体を形成していることを確認するために 2DEDplusE と、
ネガティブコントロールとしてEproteinのC末端にそれぞれ3xFLAGタグを融合して、
細胞内で発現させた。テトラサイクリンによる発現誘導前と発現誘導後 6 時間後に
FLAG タグに対する抗体を用いた免疫沈降法により複合体を回収し、ウェスタンブロッ
トを行うためのサンプルとした。それらのサンプルのうち、発現誘導後 6 時間のサンプ
ルで、2DEDplusE-3xFLAG(65kDa)と Eprotein-3xFLAG(45kDa)を FLAG タグに対する抗
体によりウェスタンブロットで検出することが出来た(Fig.4 A)。また同じサンプルをカ
スパーゼ 8 に対する抗体を用いてウェスタンブロットを行うと、2DEDplusE-3xFLAG を
発現しているサンプルにおいてのみ、カスパーゼ 8 が活性化されていることを示す
43kDa と 41kDa のバンドを検出することができた(Fig.4 B)。これは、2DEDplusE はカス
パーゼ 8 と複合体を形成し、アポトーシスの過程で複合体中のカスパーゼ 8 が活性化さ
れていることを示している。 
 これにより、先のカスパーゼ 3 の活性化(Fig.2 B)と合わせて 2DEDplusE はカスパーゼ
8と複合体を形成することでFADD単独のアポトーシスよりも強力なカスパーゼ依存的
なアポトーシス経路を誘導することが判明した。 
 
A
B
Fig.4 免疫沈降法による複合体形成の確認。
2DEDplusE FLAGとEprotein FLAGを発現させ
6時間後と発現非誘導時にFLAGに対する抗体を
用いた免疫沈降により免疫複合体を回収しウェ
スタンブロットにより解析した。
A : 6時間後には2DEDplusE FLAG(62kDa)と
Eprotein FLAG(45kDa)を示すバンドを確認でき
る。ウェスタンブロットはFLAGに対する抗体で
行った。
B : 2DEDplusE FLAGが発現しているサンプルで
のみカスパーゼ8の活性化を示す41kDaと43kDa
のバンドを確認することが出来る。ウェスタンブ
ロットはカスパーゼ8に対する抗体を用いて行っ
た。
アスタリスクはIgG由来の非特異的バンド。
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3-2 2DED2DD の発現により誘導される可逆的アポトーシスの解析 
 FADD を利用して作製した改変蛋白質により、従来のアポトーシスよりも強力なアポ
トーシスを誘導することが出来た。この過程で作製した改変蛋白質 2DED2DD を細胞内
で発現させると、発現誘導後 6 時間では約 40%程度の細胞がアポトーシスを起こし、デ
ィッシュから剥離し浮かび上がって来た。しかし 25 時間後にはそのうちの半分ほどが
再付着し増殖を再開しているような現象を捉えることが出来た(Fig.3 2DED2DD)。 
 一般的には不可逆的であるとされているアポトーシス経路においてこのような可逆
的な現象が観察される事は非常に貴重であり、この現象を解析することで細胞がアポト
ーシス耐性を獲得するメカニズムの詳細や、生体内で効率よくアポトーシスを誘導する
ための手がかりを得ることが出来る可能性がある。そこで 2DED2DD を安定的に発現さ
せた HEK293 細胞を利用し、詳細な解析を行うこととした。 
 
3-2-1 タイムラプスによる経時的な形態変化の観察 
2DED2DDの発現により一度アポトーシスを起こした細胞が再び増殖を再開するとい
う現象を捉えることが出来た。この現象が確かであることを確認するためにタイムラプ
スで系時的な形態の観察を行った(Fig.5)。2DED2DD を安定的に発現した HEK293 細胞
にテトラサイクリンを添加し発現を誘導した。その後のアポトーシスに伴う細胞の形態
的な変化をヒートステージと CO2 インキュベーターを設置した顕微鏡下で経時的に観
察した。すると確かに一度アポトーシスの特徴であるブレビングを起こした細胞が時間
の経過と共に再び増殖を開始することを捉えることが出来た(Fig.5 矢頭)。一方でブレ
ビングの後にそのままアポトーシスにより死んでいく細胞も混在していた(Fig.5 矢印)。
この現象の原因について第一に 2DED2DD の発現量が時間と共に減少していく、第二に
細胞がアポトーシスに抵抗するためにアポトーシス抑制遺伝子の発現が上昇している
という仮説を立て、まず 2DED2DD の発現状態の確認を行った。 
 
3-2-2 2DED2DD と活性化カスパーゼ 3 の発現量の変化 
 2DED2DD の発現量の変化をテトラサイクリン添加前、添加後 2 時間、4 時間、6 時
間、8 時間、12 時間、24 時間、48 時間後にそれぞれ抽出したタンパクを用いてウェス
タンブロットで解析した。誘導後 2 時間後から 2DED2DD(59kDa)は検出され始めブレビ
ング(4 時間から 6 時間)や再増殖(24 時間)などの変化に関わらず、その発現は上昇して 
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Fig.5 2DED2DD発現誘導後の形態変化のタイムラプス撮影。
テトラサイクリンを添加し2DED2DDを発現させ、1時間ごとの形態変化を経時的に撮影。
ブレビングを起こした後、再び生細胞のように増殖を再開した細胞(矢頭)とブレビングを
起こした後、アポトーシスを完了する細胞(矢印)が存在している。  
 
 
2DED2DD
β actin
Activated caspase-3
Fig.6 2DDE2DD安定発現株における2DED2DDの発現とカスパーゼ3の
活性化。
2DED2DDの発現誘導後、2時間、4時間、6時間、8時間、12時間、24時間、
48時間後にタンパクを抽出し解析。2DED2DD(62kDa)は時間経過と共に
徐々に増加していた。カスパーゼ3の活性化は4時間から6時間をピークに
減少していた  
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いた(Fig.6 2DED2DD)。一方で活性化カスパーゼ 3 の発現量は 4 時間から 6 時間をピー
クに時間の経過と共に減少していった(Fig.6 activated caspase-3)。 
 
3-2-3 個々の細胞における 2DE2DD と活性化カスパーゼ 3 の発現量 
ウェスタンブロットに用いたライセートはアポトーシスで死んでゆく細胞も、再増殖
してくる細胞も全てを含んだものであり、個々の細胞についての発現状態を正確に反映
しているものでは無い。個々の細胞に関して 2DED2DD の発現量やカスパーゼ 3 の活性
化はどのようになっているかを免疫染色法により解析した。テトラサイクリンを添加し
発現を誘導した後、それぞれの時間において 4%パラホルムアルデヒドで細胞を固定し、
活性化カスパーゼ 3 に対する抗体と FADD に対する抗体を用いて免疫染色を行った。
2DED2DD の発現もカスパーゼ 3 の活性化も全ての細胞において均一に起きており、
2DED2DD は時間と共にシグナルが増強してゆく(Fig.7 A)、カスパーゼ 3 の活性化は 4
時間から 6 時間をピークに徐々に減少してゆくという、ウェスタンブロットでの解析と
同様の傾向を示した(Fig.7 B)。つまり個々の細胞間での発現量の差によって最終的なア
ポトーシスを回避する細胞と、アポトーシスにより死んでゆく細胞に運命が分かれてい
るのではないことが考えられる。 
3-2-4 ブレビングを起こしている個々の細胞のアポトーシス進行度合い 
 2DED2DD の発現やカスパーゼ 3 の活性化状態が均一な細胞集団においてアポトーシ
スの進行度合いを詳細に調べるために初期アポトーシスを染色することが出来る
Annexine-V による染色と核の断片化状態を調べるために DAPI による染色を行った。
2DED2DD を発現させ 8 時間後にアポトーシスによりディッシュから浮き上がってきた
細胞を回収し、それらを染色した。ブレビングを起こした細胞の中には、Annexine-V
により染色されず、また核の断片かも起こしていない細胞(Fig.8 白丸)と Annexine-V に
より強く染色され核の断片かも起きている細胞(Fig.8 矢印)が存在していた。アポトー
シスを回避し再増殖する細胞は、これらのうち前者の核の断片化まで進行していない細
胞であることが予想される。 
 
3-2-5 アポトーシス抑制遺伝子の関与 
 第二の仮説として挙げた、アポトーシス抑制遺伝子の関与について、今回は代表的な
アポトーシス抑制遺伝子である Bcl-2、cFLIP、cIAP1 についてその発現量の変化を時間
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を追って調べた。細胞のブレビングから 24 時間後の再増殖という変化に関与すると思
われるような顕著な発現の変化は三種類のどれにも見られなかったことから、今回調べ
た三種類の関与に関しては否定された(Fig.9)。しかしながら他のアポトーシス抑制遺伝
子関与については否定することは出来無い。 
 
A
B
 
Fig.7 2DED2DDの発現とカスパーゼ3の活性化の変化。
2DED2DD安定発現細胞HEK293にテトラサイクリンと添加し2時間、4時間、
6時間、8時間、12時間、24時間後の活性化カスパーゼ3の変化と2時間後の
2DED2DDの発現。
A : 活性化カスパーゼ3の変化。全ての細胞で均一に活性化が起きている。
4時間から6時間頃をピークとしその後は徐々に減少している。
B : 2DED2DDの発現。全ての細胞で均一に発現している。時間経過と共に
徐々にシグナルは強くなっていった。  
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Fig.8 Annexin-Vによるブレビング細胞の染色。
2DED2DDの発現誘導後8時間の時点でアポトーシスを起こし浮き上がってき
た細胞を回収しAnnexin-V(a)とDAPI(b)により二重染色した。a、b、cは全て同
視野である。ブレビングを起こしている細胞が、Annexin-Vでは染色されず、
核の断片化も起きていない細胞(白丸)とAnnexin-Vで染色され核の断片化も
起きている細胞に分かれていた。  
 
 
cIAP1
Non specific
Fig.9 アポトーシス抑制遺伝子の発現量の変化。
2DED2DDの発現誘導後、2時間、4時間、6時間、8時間、12時間、24時間、48時
間後にタンパクを抽出し解析。 BCl-2、cFLIPL(黒矢頭)、cIAP1(黒三角)につい
て発現の上昇、減少などは見られなかった。  
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3-3 標的細胞選択的なアポトーシス誘導 
これまでの研究により改変蛋白質 2DEDplusE はカスパーゼ 8 と複合体を形成し、ア
ポトーシスの進行と共に複合体中でカスパーゼ 8 は活性化され、続いてカスパーゼ 3 も
活性化されていることから、カスパーゼ依存的なアポトーシス経路を誘導することが判
明した。しかしながら、例えば癌細胞などは様々な機構でアポトーシスに抵抗している
ことが現在までの研究で示されている。その中で、もし、アポトーシス経路において上
流に位置するカスパーゼ 8 が欠損しているような細胞が存在する場合、カスパーゼ依存
的なアポトーシスにとっては非常に致命的であり、2DEDplusE はアポトーシスを誘導す
ることが出来ない可能性が考えられる。そこで、実際にメチレーションによりカスパー
ゼ 8 の発現量が非常に低下している神経芽腫細胞 SH-SY5Y(25-27)を用いることで
2DEDplusE のアポトーシス誘導効果を測定することとした。 
 
3-3-1 神経芽腫細胞 SH-SY5Y での改変蛋白質 2DEDplusE によるアポトーシス誘導効果 
 アポトーシス効果の測定に関しては【方法 2-10-1】に記載した方法に従い行った。
特にカスパーゼ等の発現に異常が報告されていない HEK293 を比較として同様にアポ
トーシス誘導効果を測定した。HEK293 細胞では 2DEDplusE により半分以上の細胞にア
ポトーシスを誘導することができたが、神経芽腫細胞 SH-SY5Y、では全くアポトーシ
スは誘導されず、その効果はネガティブコントロールである DsRed と同等であった
(Fig.10)。つまり 2DEDplusE にとってカスパーゼ 8 の発現低下は致命的であり、今後生
体内で様々な標的細胞にアポトーシスを誘導することを考えると、非常に都合が悪いこ
とと言える。そこでカスパーゼ 8 の発現低下に対応できるようにあらかじめカスパーゼ
8 を補うような改変を、これまでに作製した改変蛋白質に対して、さらに行うこととし
た。 
 
3-3-2 カスパーゼ 8 を利用した改変蛋白質の作製 
 我々の研究でアポトーシス誘導活性増強への寄与は Eprotein を融合することよりも
DED を二つタンデムに融合させた場合の方が大きいことが判明した。また DD を二つ
タンデムに融合した場合は、むしろアポトーシス誘導効果を低下させてしまうことも判
明した。これらを考慮しあらかじめカスパーゼ8を補うような改変を行った。2DEDcasp8
は先に作製した改変蛋白質 2DEDplusE の Eprotein をカスパーゼ 8 に置き換えたもの。 
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Fig.10 HEK293細胞とSH-SY5Y細胞での2DEDplusEの効果の比較。
ミフェプリストンにより発現を誘導した後2時間後と6時間後の生細胞の割合を示す。
A : カスパーゼの発現に特に異常が報告されていないHEK293細胞では半分以上の細胞でアポトー
シスを誘導した。
B : カスパーゼ8の発現量が低下してる神経芽腫細胞SH-SY5Yではネガティブコントロールとして用
いたDsRedと同様の割合を示したことから、アポトーシスは全く誘導されていない。  
 
2DEDcasp8ΔDEDa はカスパーゼ 8 が FADD と結合する際に、二つ有する DED(DEDa、
DEDb)のうち、DEDb を用いること(28)から 2DEDcasp8 から DEDa を削ったもの。
2DEDcasp8ΔDEDab はカスパーゼ 8 の二つの DED を FADD 由来の DED で置き換えた
ものである(Fig.11)。これらの新たに作製した改変蛋白質を用いて、再び神経芽腫細胞
SH-SY5Y でアポトーシス誘導効果を測定した。2DEDplusE が全くアポトーシス誘導効
果を示さなかったことに対し、2DEDcasp8 や 2DEDcasp8ΔDEDa は 40%から 50%の細胞
にアポトーシスを誘導することが出来た(Fig.12 A)。これは新たに作製した改変蛋白質
がカスパーゼ 8 の欠損が原因でアポトーシスに耐性を示すような細胞に対しても有効
であることを示している。またカスパーゼ 3 が欠損していることが知られている乳癌細
胞 MCF-7(29)でも同様にアポトーシス誘導効果を測定したところ、2DEDplusE でも、新
たに作製した改変蛋白質でも効果的にアポトーシスを誘導することが出来た(Fig.12 B)。
これは、改変蛋白質により誘導されるアポトーシスがカスパーゼ 8 をから、ミトコンド
リアを経由するアポトーシスも誘導することにより、カスパーゼ 3 の欠損を補うだけの
アポトーシスを誘導しているためであると考えることが出来る。 
 
3-3-3 改変蛋白質による標的細胞選択的なアポトーシス誘導 
 新たに作製した改変蛋白質は 2DEDplusE よりも強力なアポトーシスを誘導すること
に加え、カスパーゼ 3 や 8 の欠損によりアポトーシスに耐性を示すような細胞にもある 
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Fig.11 カスパーゼ8の欠乏を補うための新たな改変蛋白質。
2DEDcasp8は2DEDplusEのEproteinをカスパーゼ8で置き換えた。2DEDcasp8ΔDEDaは
2DEDcasp8からDEDaを削り、FADDとの結合に必要なDEDbを残した。2DEDcasp8ΔDEDb
はカスパーゼ8のDEDをFADD由来のDEDで置き換えたもの。  
 
 
Fig.12 新たな改変蛋白質によるSH-SY5Y細胞とMCF-7細胞でのアポトーシス誘導効果。
発現誘導剤ミフェプリストン添加後2時間、6時間後の生細胞の割合を示す。
A : 2DEDplusEではアポトーシスを誘導できなかった神経芽腫細胞SH-SY5Yにも効果的にア
ポトーシスを誘導することができた。新たに作製した三種類はどれもアポトーシスを誘導するこ
とが出来たが、特に2DEDcasp8ΔDEDaで50%程の細胞にアポトーシスを誘導することができた。
B : カスパーゼ3が欠損しているMCF-7細胞でも2DEDplusEを始め、新たに作製した改変蛋白
質でもアポトーシスを誘導することが出来た。
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程度の効果のアポトーシスを誘導することが出来た。この改変蛋白質を生体内で利用で
きれば、汎用的に様々な細胞に対してアポトーシスを誘導することが出来る可能性があ 
る。そこで、作製した改変蛋白質を用いて標的細胞選択的なアポトーシスを誘導するこ
とが出来るのかを実際に試みた。モデル系として本研究においては癌細胞などで高率に
発現が認められているテロメラーゼの活性を調節する触媒サブユニットである hTERT
のプロモーターを用いることとした。テロメアは染色体の末端に存在し、染色体を分解
や末端同士の異常な融合などから保護する働きを担っている。テロメアは細胞分裂のた
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びに短くなり、その長さが一定以下になると細胞は分裂を停止し老化によって死亡して
しまう。ところが癌細胞ではテロメラーゼによりテロメアが修復される。これにより癌
細胞は無限に増殖する能力を獲得していることが知られている。また、正常細胞ではテ
ロメラーゼの活性が無い、もしくは極めて低いことも知られていることから、hTERT
プロモーターの活性依存的に癌細胞と正常細胞を区別しアポトーシスを誘導する系を
作製することとした(Fig.13)。 
 
FADD改変蛋白質
FADD改変蛋白質
特異的プロモーター
(phTERT)
恒常的プロモーター
(pTK)
A
B
Fig.13 恒常的なプロモーターと特異的な
プロモーターを用いてアポトーシスを誘導す
るためのプラスミド。
マーカーとしてCMVプロモーターでEGFPを
恒常的に発現するようにしている。
A : 恒常的なプロモーターであるtymidine
kinase(TK) minimalプロモーターを利用。
B : 癌細胞特異的なhuman telomerase 
transcriptase(hTERT)のプロモーターを利
用。
 
 
3-3-4 hTERT mRNA の発現量の比較 
 正常細胞としてヒト肺繊維芽細胞由来の Wi-38 細胞と MRC-5 細胞。癌細胞として
HeLa 細胞と A549 を用いて、hTERT の発現量をリアルタイム PCR により定量的に比較
した。正常細胞二種では低く、癌細胞では高いという、既知の知見と一致した傾向を示
した(Fig.14)。 
 
3-3-5 赤色蛍光蛋白質 DsRed を用いたプロモーター間の誘導効果の比較 
 作製した GeneSeitch-EGFP プラスミドの TK プロモーターを hTERT プロモーターで
置き換えたものを作製し改変蛋白質の代わりに赤色蛍光蛋白質 DsRed を挿入したプラ
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スミドで、まず恒常的に働くプロモーター(pTK)と特異的プロモーター(phTERT)の発現
誘導効果を正常細胞と癌細胞間で比較した。正常細胞では恒常的プロモーターの場合に
は EGFP 陽性細胞のうち約 50%ほどの細胞で DsRed の発現が誘導されたが、特異的プ
ロモーターの場合にはわずかに 6%から 9%ほどの細胞にのみ DsRed の発現が誘導され
た(Fig.15 A)。一方で癌細胞では恒常的なプロモーター、特異的なプロモーターの両者
で EGFP 陽性細胞のうち 60%から 70%の細胞で DsRed の発現誘導が見られた(Fig.15 B)。 
 
Fig.14 リアルタイムPCRごとのhTERTmRNA発現量の比較。
リアルタイムPCRにより細胞種ごとによる細胞種のhTERT mRNA量を定量した。癌細胞
A549を1とした時の各細胞の相対値で示す。知られているように正常細胞(Wi-38、MRC-
5)では低く、癌細胞(HeLa、A549)では高かった。
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これは hTERT の活性が低い正常細胞においては予想通り発現が誘導されないことを示
している。次に、実際に改変蛋白質を用いてアポトーシスの誘導効果を比較した。恒常
的なプロモーターの場合には正常細胞でも癌細胞でもある程度のアポトーシスを誘導
することが出来た(Fig.16 A)。一方で特異的なプロモーターの場合には正常細胞では全
くアポトーシスが誘導されなかったが、癌細胞ではアポトーシスを効率よく誘導するこ
とが出来たことから、特異的なプロモーターを利用することで正常細胞と癌細胞を区別
し選択的にアポトーシスを誘導することが出来たと言える(Fig.16 B)。 
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Fig.15 恒常的プロモーターと特異的プロモーターでの誘導効果比較。
pGeneSwitch EGFP DsRedを発現させ24時間後に固定して観察。EGFPとDsRedはそれぞれ同視野。
A : 正常細胞Wi-38とMRC-5での比較。恒常的なプロモーター(TKプロモーター)による誘導効果(a、
b、c、d)と特異的なプロモーター(hTERTプロモーター)による誘導効果(e、f、g、h)。hTERTプロモー
ターを用いた場合には殆ど誘導効果は無かった。
B : 癌細胞HeLaとA549での比較。恒常的なプロモーター(TKプロモーター)による誘導効果(a、b、
c、d)と特異的なプロモーター(hTERTプロモーター)による誘導効果(e、f、g、h)。両方のプロモー
ターで誘導効果が見られた。
スケールバーは50μm  
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Fig.16 改変蛋白質2DEDcasp8ΔDEDaによるプロモーター活性依存的なアポトーシス誘導。
正常細胞Wi-38、MRC-5と癌細胞HeLaとA549で改変蛋白質 2DEDcasp8ΔDEDaを発現させ、6時間
後の生細胞割合を示す。
A : 恒常的なプロモーター(TKプロモーター)による誘導効果。どの細胞種においてもある程度のアポ
トーシスを誘導することができた。
B : 特異的なプロモーター(hTERTプロモーター)による誘導効果。プロモーター活性化低い正常細胞
では全くアポトーシスが誘導されなかった。プロモーター活性が高い癌細胞では、プロモーター活性
の強さと一致するアポトーシス誘導効果を示した。  
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第四章 
【考察】 
 
4-1 アポトーシス誘導活性増強システムの開発について 
一般に培養細胞にアポトーシスを誘導する際には様々な薬剤や Fas 抗体、培養環境が
使用されているが、アポトーシスを誘導するためには比較的高濃度であったり、幾つか
の条件を組み合わせてアポトーシスを誘導していることが多い。それでもアポトーシス
を誘導するには 12 時間から、長いものでは 48 時間も要する場合が多く効率が良いとは
決していえない状況にある。さらに、生体内では様々な抗アポトーシスの機序が働いて
おり全ての標的細胞に一律にアポトーシスを誘導することが困難であるとされている。
また生体内で働いているプロモーターの中には働きの弱いものもある。そのようなプロ
モーターを用いた場合にも効率よくアポトーシスを誘導することが出来なければなら
ない。つまり生体内で効率よく確実にアポトーシスを誘導するためには、より強力なア
ポトーシス誘導活性が必要となってくる。本研究ではアポトーシス誘導因子の一つであ
る FADD を改変した蛋白質によりアポトーシスを誘導することとした。FADD はアポ
トーシス経路の上流に位置しているため、アポトーシスシグナルをより増幅することで、
アポトーシス経路の下流にある、例えばカスパーゼ 3 やカスパーゼ 9 を利用した場合よ
りも強力にアポトーシスを誘導することが出来ると考えられた。アポトーシスを誘導す
るための研究はこれまでにも行われているが、効率よくアポトーシスを増強させること
が出来なかった。しかし、本研究で作製した改変蛋白質 2DEDplusE は、わずか 3.5 時間
で強力かつ迅速にアポトーシスを誘導することが出来た。2DEDplusE はカスパーゼ 8
と複合体を形成しており、アポトーシスの進行に伴ってカスパーゼ 8 は活性化され、続
いてカスパーゼ 3 を活性化させることで、カスパーゼ依存的なアポトーシス経路を誘導
していることも判明した。これは 2DEDplusE が DED や E 蛋白質の自己凝集作用の働き
によって巨大な複合体を形成し、カスパーゼ 8 結合ドメインが一つの複合体中に数多く
存在することで、結果的に近接カスパーゼ 8 が増え、より活性化されやすくなったため
に強力なアポトーシスを誘導することが出来たのだと考えられる。つまり、このような
巨大な複合体を形成させる事はアポトーシスを誘導するために非常に有用であると思
われ、自己集合するような他のドメインを利用した場合にも同様にアポトーシスが増強
される可能性がある。また、特に 2DEDplusE を安定的に発現させた細胞においては、
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全ての細胞に協調的にアポトーシスを誘導することが出来ている。これはアポトーシス
の過程における様々なシグナル伝達の詳細やアポトーシスにおけるブレビングなどの
特徴的なイベントのメカニズムを解明するためのツールとして有用であるといえるだ
ろう。 
 
4-2 2DED2DD によって引き起こされる可逆的なアポトーシス初期段階について 
 アポトーシスは一般的には不可逆的な経路であり、一度ブレビングやカスパーゼ 3 の
活性化が起きてしまうと引き返す事は出来ないと考えられている。しかし、本研究にお
いて作製した改変蛋白質 2DED2DD を発現させると、6 時間後には約 40%ほどの細胞に
アポトーシスを誘導することが出来たが、24 時間後にはそのうちの半分ほどが再び増
殖を開始するという、可逆的なアポトーシスを捉えることが出来た。この細胞において、
2DED2DD の発現量は時間の経過と共に増加していく。しかしカスパーゼ 3 の活性化は
4 時間から 6 時間をピークに徐々に減少して行った。個々の細胞においてもこの傾向は
かわらず、アポトーシスを回避する細胞でも、アポトーシスが最後まで実行される細胞
でも均一に 2DED2DD も発現しており、カスパーゼ 3 の活性化も起きていた。個々の細
胞についてさらに詳細に解析してみると、ブレビングを起こした細胞に、少なくとも二
つのステージが存在することが判明した。一つ目は Annexine-V でほとんど染色されず
核の断片化も起きていない細胞。二つ目は Annexine-V で染色され核の断片化が起きて
いる細胞。これらのうち、前者のような、アポトーシスの初期段階にある細胞が最終的
なアポトーシスを回避し再増殖してくるのだろうと考えた。つまり、ブレビングと核の
断片化の間にアポトーシス実行の閾値が存在し何らかの理由でその閾値を越えること
が出来ない細胞が今回のようにアポトーシスを回避するのだろう。また代表的なアポト
ーシス抑制遺伝子であるBcl-2、cFLIP、cIAP1の関与は少なくとも無いことも判明した。 
この初期アポトーシス細胞の再増殖の現象の理由として本研究の結果から考えられ
るものの一つに、活性化カスパーゼ 3 の減少がある。例えば他に作製した 2DEDplusE
では活性化カスパーゼ 3 の減少は見られなかった。このような蛋白質の発現の減少には
ユビキチン・プロテアソーム系の関与などが考えられる。そこでプロテアソームインヒ
ビターをもちいてこの機序を阻害した後に 2DED2DD を発現させてみた。確かに可逆的
なアポトーシス現象は起きずに全ての細胞がアポトーシスを最後まで実行した。しかし
プロテアソーム阻害剤 MG132 にはアポトーシス感受性を高めるような作用もあり、極
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低濃度で処理をしているが、その影響については完全に否定できない。またユビキチ
ン・プロテアソーム系はカスパーゼ 3 に限定して作用しているものでは無いため、これ
が直接の原因であると結論付ける事は出来ない。今後、この現象の原因を解明するに当
たっては、カスパーゼ 8 の発現量の変化や、カスパーゼ 3 周辺のアポトーシス調節遺伝
子の関与、また本研究では調べなかった他のアポトーシス抑制遺伝子の関与などについ
て調べることが重要であると考えられる。そしてこの現象を解明する事は、癌細胞など
におけるアポトーシス耐性獲得のメカニズムを解明することや、生体内において効率よ
くアポトーシスを誘導する為の重要な手がかりを得ることに繋がるだろう。また新規ア
ポトーシス調節遺伝子を発見することが出来る可能性もある。 
 
4-3 改変蛋白質 2DEDplusE の更なる改良について 
 本研究において作製した改変蛋白質 2DEDplusE は確かに強力なカスパーゼ依存的な
アポトーシスを誘導することが出来た。しかし、例えば癌細胞などは様々な手段でアポ
トーシスに抵抗していることが知られている。特に、カスパーゼ 8 の有無は本改変蛋白
質におけるアポトーシス誘導において非常に重要であると推測される。これは生体内で
様々な細胞に汎用的にアポトーシスを誘導することを考えた上で非常に都合が悪いこ
とだと言える。実際に、メチレーションによりカスパーゼ 8 の発現量が減少している神
経芽腫細胞 SH-SY5Yでは 2DEDplusEは全くアポトーシスを誘導することが出来ないこ
とが判明した。そこで、あらかじめカスパーゼ 8 を補うような改変を 2DEDplusE に行
うことで、この問題は解決し一過性発現でほぼ半分の細胞に 6 時間でアポトーシスを誘
導することが出来た。カスパーゼ 3 が欠損している乳癌細胞 MCF-7 を利用した場合に
は 2DEDplusE でもある程度のアポトーシス誘導効果を得ることが出来たが、新たな改
変蛋白質ではより効率よくアポトーシスを誘導することが出来た。つまり新たな改変蛋
白質はカスパーゼ群が欠損することでアポトーシスに抵抗性を示すような細胞種にも
有効である。この新たな三種類の改変蛋白質によるアポトーシス誘導効果については神
経芽腫細胞 SH-SY5Y において、差が生じていた。これについては幾つかの理由が考え
られる。まず一つ目に、発現量の差である。この実験は一過性発現によって行われてい
るため、改変蛋白質ごとに個々の細胞内での発現量に差が生じている可能性もある。二
つ目に細胞種による差。乳癌細胞 MCF-7 では新たに作製した改変蛋白質間でのアポト
ーシス誘導効果に殆ど差が認められなかったことから、細胞の種類によってはこのよう
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に差が生じるのかも知れない。三つ目に、抑制遺伝子の関与。アポトーシスインヒビター
の BAR は RING、SAM、DED、TM を持つマルチドメイン構造をとっている。この DED
で Caspase-8 と、アポトーシスインヒビターの Bcl-2 を仲介し複合体を形成させることで
アポトーシスを抑制しているといわれている(30)。DEDa、DEDb の有無がこの抑制効果に
影響を及ぼすことでアポトーシス誘導効果に差が生まれた可能性がある。四つ目に、改変
したことによる procaspase-8 状態からの活性化の起こりやすさの変化。Procaspase-8 の活
性中心は p18 ドメインの QACQG 配列であり、アポトーシス進行に伴う procaspase-8 の切
断は p18 と p10 の間の Asp とプロドメインと p18 の間の Asp で起こる(13)。活性中心や、
切断部位付近の配列は作成したすべての改変蛋白質で保存されている。しかし、改変蛋白
質にしたことにより立体構造に変化が生じ、p18 ドメインや p10 ドメイン部分の切断効率
に差が生じることでアポトーシス誘導効果の差を生み出している可能性がある。このよう
な幾つかの理由が考えられるが、詳細にこれらの改変蛋白質のアポトーシス誘導メカニズ
ムについて解析を行うことで、より効率的かつ、確実にアポトーシスを誘導するための知
見を得ることが出来るだろう。また、全ての細胞種において確実にアポトーシスを誘導す
ることが出来るという事はいえないためより多くの細胞種において改変蛋白質のアポトー
シス誘導効果を調べる必要があるだろう。 
 
4-4 改変蛋白質を用いた標的細胞選択的なアポトーシス誘導について 
 本研究において作製した改変蛋白質を用いて標的細胞選択的なアポトーシスを誘導
するために、モデル系として特異的なプロモーターを用いることを考えた。プロモータ
ーには癌細胞で高率に発現しているテロメラーゼの活性を調節しているサブユニット
の一つである Human Telomerase Reverse Transcriptase(hTERT)のプロモーターを用いる
こととした。改変蛋白質の発現をプロモーター活性依存的に調節することでプロモータ
ー活性が強い細胞と弱い細胞を区別しアポトーシスを選択的に誘導することを期待し
た。恒常的に発現しているプロモーターと特異的なプロモーターを用いて、hTERT 活
性が高い癌細胞 HeLa、A549 と活性が低い正常細胞のうち Wi-38 と MRC-5 において比
較した。恒常的なプロモーターの場合にはどの細胞種でもある程度のアポトーシスを誘
導することが出来たが、特異的なプロモーターを使用した場合には正常細胞二種では全
くアポトーシスは誘導されず、癌細胞では逆に効率よくプロモーター活性に従った強さ
のアポトーシスを誘導することが来た。これは改変蛋白質を特異的なプロモーターの下
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で制御することで標的細胞選択的にアポトーシスを誘導することが出来る系を作製す
るために重要な知見であるといえる。しかしながら、実際に生体内で利用するためには、
問題点も残っている。新たに作製した改変蛋白質を用いた実験では A549 のような改変
蛋白質によるアポトーシス誘導効果が高かった細胞でも、100%の効率は得られなかっ
た。もし癌細胞などでこのような状況になってしまうと、生き残った細胞はアポトーシ
ス抵抗性を獲得し癌の再発や転移を及ぼす危険性がある。そのため、よりアポトーシス
を効率よく誘導するためには誘導系の検討や改変蛋白質の更なる工夫が必要となって
くるだろう。また特異的な条件の検討も重要である。特異的なプロモーターは他にも
AFP などが知られていてよく研究されている(31)。しかしそれらが必ずしも特異的であ
る事は言えない。本研究で用いた hTERT にしても癌細胞以外に生殖細胞で発現が高い
ことが知られているし、Saos-2a のように癌細胞でありながら発現の低い細胞も知られ
ている(32)。生体内で利用するには、より厳密な特異的な条件の検討が必要となってく
るだろう。また標的細胞に確実に改変蛋白質を運ぶための工夫も必須である。近年、薬
剤の組織標的化としてウィルスを用いた方法などのドラッグデリバリーシステムが盛
んに研究されている。それらを用いることで、標的細胞へ届ける事はある程度解決され
る可能性がある。 
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